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真 核 生 物 では、遺 伝 情 報 を蓄 えている D N A とその遺 伝 情 報 を基 にタンパク質 を作 るリボ
ソー ムが 存 在 す る 細 胞 質 が 核 膜 によ り区 画 さ れて いる。その た め、 真 核 生 物 の 遺 伝 子 発 現
では、 遺 伝 情 報 が 核 から 細 胞 質 へと 伝 えられる 必 要 がある。 この伝 達 を 担 う 物 質 が mR N A
である。核 内 で転 写 された mR N A は、キャップ構 造 やポリ A 配 列 の付 加 、及 びスプライシング
反 応 などのプロセシングを受 けた後 、核 膜 孔 を通 って細 胞 質 へと輸 送 される。 m R N A はこれ
らの 過 程 で様 々 な 制 御 を 受 けてお り、 そ れらが 積 み 重 なっ て、 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 が 調 節 さ
れている。本 論 文 では、細 胞 の核 内 構 造 である核 スペックルがスプライシング反 応 の厳 密 性
に寄 与 する仕 組 みを明 らかにすることを目 的 として、 mu l t i - i F R A P 法 （F R A P ;  F l u o r e s c e n c e  
R e c o v e r y  A f t e r  P h o t o b l e a c h i n g）と呼 ばれる蛍 光 顕 微 鏡 技 術 の開 発 を行 い、これを用 いて
核 スペックルにおける m R N A の動 態 解 析 を行 った。その結 果 、イントロンを含 んだまま転 写 部
位 から遊 離 した未 成 熟 mR N A を正 確 にスプライシングするための機 構 が明 らかになった。ま
た、半 導 体 量 子 ドット ( Q D )を用 いて mR N A を蛍 光 標 識 し、核 質 における mR N A の運 動 を１
分 子 解 析 した。その結 果 、 mR N A がクロマチン間 隙 を、制 限 されたブラウン運 動 する機 構 が
明 らかになった。本 論 文 はこれらの研 究 成 果 をまとめたものであり、全 四 章 から構 成 されてい
る。以 下 に各 章 ごとの概 要 を記 す。  
 第 一 章 「序 論 」では、本 論 文 の研 究 対 象 である m R N A の核 外 輸 送 とプロセシングの分 子
機 構 、及 びそれらと細 胞 核 内 構 造 との関 連 について概 説 し、本 論 文 の研 究 意 義 を述 べた。
また、研 究 背 景 として細 胞 内 における既 存 の mR N A 分 子 動 態 解 析 法 について概 説 した。  
 第 二 章 「 i F R A P 法 を用 いた生 細 胞 の核 スペックルにおける未 成 熟 m R N A の動 態 解 析 」で
は、 蛍 光 退 色 を 用 いて 生 細 胞 内 での 分 子 動 態 を解 析 す る 技 術 、ま たそれを 用 いた 未 成 熟
m R N A の核 内 動 態 解 析 について述 べた。真 核 生 物 の遺 伝 子 は、介 在 配 列 イントロンによっ
て 分 断 さ れ て お り 、 ス プ ラ イ シ ン グ 反 応 に よ る イ ン ト ロ ン の 除 去 と エ キ ソ ン 配 列 の 連 結 が 遺 伝
子 発 現 に 必 須 の 過 程 であ る 。 ス プ ラ イシ ン グ の 多 く は転 写 と 共 役 して 起 こ る が 、 ス プ ラ イシ ン
グの完 了 を待 たずに転 写 部 位 から未 成 熟 mR N A が解 離 する場 合 もあることが知 られている。
解 離 した未 成 熟 m R N A を細 胞 質 へと輸 送 させない制 御 機 構 が存 在 するものと考 えられるが、
そのような 転 写 後 プ ロセシ ング と核 内 抑 留 の 仕 組 みにつ いて は不 明 な 点 が 多 い。 申 請 者 は 、
転 写 部 位 から遊 離 した未 成 熟 m R N A の細 胞 内 運 命 を明 らかにするため、 i n  v i t r o 合 成 し、
蛍 光 標 識 した未 成 熟 mR N A をマイクロインジェクションにより生 細 胞 核 内 へ導 入 し、その動
態 を調 べた。核 内 に導 入 した未 成 熟 m R N A はスプライシングされ、細 胞 質 へと輸 送 （時 定
数 7 分 ） さ れ る こ と を RT- P C R 及 び 蛍 光 観 察 に よ り 確 認 し た 。 ま た 、 ス プ ラ イ シ ン グ 因 子
A S F / S F 2 - G F P と局 在 を比 較 することにより、導 入 した mR N A 前 駆 体 は核 スペックルと呼 ばれ
るスプ ライシング 因 子 が 豊 富 に存 在 す るクロマチ ン間 領 域 に局 在 す ることが 明 らかとなっ た。
核 スペックルにおける mR N A の動 態 を解 析 するため、 i F R A P 法 を用 いて mR N A が核 スペッ
ク ルか ら 解 離 す る 速 度 を 測 定 した 。 こ の 際 、 細 胞 内 の 任 意 の 領 域 を 退 色 さ せ る た めの 照 明
法 として D M D  ( D i g i t a l  M i c r o m i r r o r  D e v i c e )を導 入 した顕 微 鏡 システムを構 築 した。このシ




領 域 内 の 非 退 色 分 子 が 領 域 か ら 流 出 す る 過 程 を 観 察 す るこ と が 可 能 に なっ た 。 解 析 の 結
果 、核 スペックルからの mR N A 分 子 の流 出 には 2 成 分 が検 出 され、それぞれの時 定 数 は 1 5
秒 と 1 3 0 秒 で両 者 の分 子 数 の割 合 はほぼ等 しかった。続 いて、それぞれの過 程 を明 らかに
するため、 a z i d e と d eo x y g l u co s e によって AT P を枯 渇 させた条 件 下 で実 験 を行 った。すると、
遅 い流 出 のみがさらに遅 くなったことから（1 3 0 秒 →5 6 0 秒 ）、速 い流 出 が拡 散 運 動 であること、
遅 い流 出 が AT P を必 要 とする解 離 反 応 であることが明 らかとなった。AT P 枯 渇 条 件 において
解 離 が遅 くなったことは、何 らかの酵 素 反 応 の関 与 を示 唆 している。そこで、 2 種 類 のスプラ
イシング反 応 阻 害 変 異 体 mR N A を用 いて同 様 の実 験 を行 ったが、解 離 速 度 に変 化 は見 ら
れなかった。スプライシング反 応 と解 離 に関 連 が見 られないことから、局 在 化 した mR N A （或
い はそ の 一 部 ） は 未 成 熟 な ま ま 解 離 し た と 考 えら れる。 そ こ で、 複 数 の 核 ス ペ ッ ク ルを 残 し て
その他 の領 域 を退 色 させ、退 色 した核 スペックルと退 色 しない核 スペックルの蛍 光 強 度 の変
化 を観 察 すると、核 スペックルから解 離 した mR N A が再 び別 の核 スペックルに局 在 する様 子
が観 察 された。以 上 のことから、転 写 部 位 を解 離 した未 成 熟 m R N A は核 スペックルへと局 在
化 し、核 スペックル間 をシャトルした後 スプライシングを受 け細 胞 質 へと輸 送 されるものと考 え
られる。このような機 構 は、核 スペックル以 外 の未 成 熟 mR N A の濃 度 を減 少 させることで転
写 部 位 におけるスプライシング反 応 の競 合 阻 害 を防 ぐ、或 いはスプライシング因 子 濃 度 が高
い核 スペ ックルにおいてスプラ イシング反 応 を 促 進 するな どの 有 意 性 が 考 えられ、 核 ス ペック
ルに分 子 シャペロン様 の働 きがあることを示 唆 している。細 胞 内 在 性 の m R N A についても同
様 の 現 象 が み ら れ る こ と を 、 C y 3 標 識 し た p o l y ( U )  2 ’ - O - me t h y l  R N A を 用 い て 内 在 性
p o l y ( A ) +  R N A を可 視 化 することで確 認 した。内 在 性 の p o l y ( A ) +  R N A も核 スペックルに局
在 し、同 様 の時 定 数 で解 離 すること、そして核 スペックル間 をシャトルすることが観 察 された。  
第 三 章 「半 導 体 量 子 ドットを用 いた生 細 胞 核 内 における m R N A の 1 分 子 運 動 解 析 」で
は、m R N A の蛍 光 標 識 法 の改 良 と、その標 識 技 術 に基 づいた 1 分 子 運 動 解 析 について述
べた。第 二 章 で述 べたように、m R N A の核 外 輸 送 は高 度 に選 択 的 な過 程 であり、真 核 生 物
の遺 伝 子 発 現 に重 要 であることから、転 写 ・プロセシング部 位 から遊 離 した mR N A が核 膜 孔
へと移 動 する機 構 については多 くの研 究 がなされてきた。蛍 光 相 関 分 光 法 、蛍 光 退 色 回 復
法 、１粒 子 追 跡 などの測 定 により、この過 程 が拡 散 によることが示 されている。とりわけ１粒 子
追 跡 は、不 均 一 な核 内 環 境 において分 子 動 態 を解 析 するのに有 効 であるが、蛍 光 色 素 分
子 や 蛍 光 タンパク 質 を用 いた 場 合 、 退 色 が 早 いことや 蛍 光 が微 弱 であるという 欠 点 がある。
そのため、観 察 時 間 が短 く、時 間 ・空 間 分 解 能 に 制 約 を 受 ける。そこで筆 者 は、これらの問
題 を克 服 するため、 i n  v i t r o で合 成 した m R N A を Q D で標 識 した。 mR N A の 3 ’末 端 p o l y ( A )
配 列 を Q D で標 識 するため、粒 子 表 面 にアミノ基 を導 入 した Q D と、配 列 末 端 に S H 基 を導
入 し た p o l y ( U )  2 ’ - O - m e t h y l  R N A を N H S - P E G - m a l e i mi d e で 架 橋 し た 。 架 橋 時 に
N H S - P E G - m e t h y l を加 えることで架 橋 比 を確 率 的 に調 節 し、未 架 橋 の Q D は p o l y ( A )  D N A
が結 合 した磁 性 ビーズを用 いた精 製 により除 去 した。架 橋 した Q D が m R N A と配 列 特 異 的
に結 合 することを、ゲルシフトアッセイ、及 び p o l y ( A )  D N A を用 いたガラス基 板 固 定 により確





ジェクションにより導 入 し、運 動 をリアルタイムで観 察 した。これにより、蛍 光 色 素 分 子 や蛍 光
タ ン パ ク 質 を 用 い た 従 来 法 に 比 べ 、 長 時 間 の 観 察 と 、 高 い 時 間 ・ 空 間 分 解 能 で の 解 析 が
可 能 となり、核 内 構 造 物 と mR N A との相 互 作 用 や、クロマチン間 隙 を m R N A が運 動 する機
構 を詳 細 に解 析 できるようになった。 mR N A の核 内 動 態 の観 察 に先 立 ち、Q D の標 識 分 子
としての有 効 性 を検 証 するため、Q D 単 体 での核 内 動 態 を評 価 した。核 内 にマイクロインジェ
クションにより導 入 した QD は、核 小 体 以 外 の核 質 領 域 に均 一 に分 布 した。1 粒 子 観 察 では、
核 内 構 造 物 へ の 吸 着 は ま れ で あ り ( <  1 % ) 、 自 由 に 運 動 す る 粒 子 が 観 察 さ れ た 。 2 次 元
G a u s s i a n  f i t t i n g により粒 子 位 置 を検 出 し、運 動 を解 析 したところ、平 均 二 乗 変 位 ( M S D )は
時 間 に比 例 し、 Q D の核 内 運 動 が自 由 拡 散 であることが示 された。見 積 もられた拡 散 定 数
は 1 . 4 2  μm 2 / s であり、5 0 %  s u c r o s e 溶 液 中 での測 定 結 果 ( 0 . 8 7  μm 2 / s )と比 較 すると、核 内
での 拡 散 は水 中 の 1 / 1 3 程 度 であ ること が 明 ら かに なった。 こ れは報 告 されて いる G F P や
d ex t r an で の 測 定 ( ～ 1 / 5 ) と ほ ぼ 一 致 す る 。 続 い て 、 mR N A - Q D の 運 動 解 析 を 行 っ た 。
m R N A - Q D の運 動 は Q D 単 体 に比 べ非 常 に遅 く、運 動 粒 子 の M S D を時 間 の関 数 としてプ
ロットすると、直 線 では f i t t i n g されず、異 常 拡 散 であることが示 された。ホップ様 拡 散 のモデ
ル式 で f i t t i n g を行 ったところ、微 視 的 な拡 散 定 数 D m i c r o  =  0 . 1 2  μm 2 / s、巨 視 的 な拡 散 定
数 D M A C R O  =  0 . 0 2 5  μm 2 / s、運 動 制 限 領 域 L =  0 . 9 7  μm と見 積 もられた。 mR N A - Q D  の
5 0 %  s u c r o s e 中 での拡 散 定 数 は 0 . 5 7  μm 2 / s  と、Q D 単 体 とほぼ同 じであるにも関 わらず、
m R N A - Q D の核 内 での拡 散 は D m i c r o で水 中 の 1 / 1 0 0、D M A C R O では 1 / 4 8 0 と、非 常 に抑 制 さ
れたものであった。 mR N A の異 常 拡 散 の原 因 として、核 内 で微 細 構 造 を構 築 しているクロマ
チンの影 響 が考 えられるため、H 2 B - G F P の発 現 によりクロマチン構 造 を可 視 化 し、クロマチン
と mR N A の運 動 との関 係 を詳 細 に調 べた。H 2 B - G F P を発 現 している細 胞 をニッポウディスク
タイプの 共 焦 点 顕 微 鏡 で観 察 したとこ ろ、 クロマチン 分 布 の 詳 細 を 捕 ら えることが できた。 続
いて、 mR N A - Q D を H 2 B - G F P 発 現 細 胞 の核 内 に導 入 し、運 動 解 析 を行 った。9 0 秒 間 に検
出 した mR N A の軌 跡 をすべてトレースし、クロマチン構 造 と比 較 したところ、運 動 軌 跡 はクロ
マチン密 度 が低 い領 域 と一 致 しており、 mR N A が主 にクロマチン間 隙 を運 動 しているこ とが
示 された。さらに個 々の運 動 粒 子 について 1 粒 子 追 跡 を行 ったところ、実 際 にクロマチン構
造 が障 壁 となり、mR N A の拡 散 運 動 の障 害 となっていることが示 された。  
 第 四 章 「総 括 」では、本 論 文 のまとめと今 後 の展 望 について述 べた。  
 以 上 、本 論 文 において筆 者 は、新 たに開 発 した顕 微 鏡 技 術 を用 いて mR N A の核 内 動 態
を詳 細 に解 析 した。その結 果 、核 スペックルは未 成 熟 の m R N A と結 合 することによりスプライ
シングが正 確 に終 了 する機 会 を増 やしていることが明 らかになった。また m R N A はクロマチン
構 造 の間 隙 を、制 限 されたブラウン運 動 していることが明 らかになった。  
